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Abstract: Abstract The ground‐breaking discovery of Takahashi and Yamanaka provided evidence that
forced expression of four transcription factors, Oct4, Sox2, Klf4 and c‐Myc, can reprogram mouse somatic
cells to plu‐ ripotent stem cells, also known as induced pluripotent stem cells (iPSCs). Similar to embry-
onic stem cells (ESCs), iPSCs have the ability on one hand to permanently self‐renew and on the other
hand to differentiate into any cell type of the body. Thus, these cells offer great potential to develop
disease models in vitro, drug and toxicity screening tools as well as patient‐derived iPSCs for future
clinical applications. Regarding these characteristics, it is not surprising that in the past years a variety
of reprogramming methods have been developed. However, most of these approaches coincide with low
reprogramming efficiency, the genomic integration of the reprogramming factors and a long duration of
the reprogramming process. In addition, the understanding of the underlying molecular mechanisms is
still limited. Therefore, increasing the knowledge of the processes that orchestrate the reprogramming
process is crucial for the establishment of more efficient reprogramming tech‐ niques and the generation
of high‐quality iPSCs. The key aim of this thesis was to gain knowledge of the molecular mechanisms
driving the repro‐ gramming process, in particular the role of Artd1, Sox2 and Fgf4 in the early phase of
the repro‐ gramming process. Artd1/Parp1 is an abundant nuclear DNA‐binding protein that catalyses
the covalent attachment of poly(ADP‐ribose) (PAR) to itself and to other nuclear acceptor proteins.
ADP‐ribosylation plays an important role in numerous biological processes, including maintenance of
genomic integrity, cell death and transcriptional regulation. The transcription factor Sox2 is a key player
in the transcrip‐ tional network maintaining the pluripotent state of ESCs. Moreover, it is one of the four
factors that initiate the reprogramming process. The two proteins Artd1 and Sox2 have already been
shown to cooperatively regulate the expression of Fgf4 in ESCs. Fgf4 in turn is typically expressed in
pluripotent stem cells such as ESCs and iPSCs. Furthermore, it is involved in the control of pluripotency
and line‐ age specification of ESCs. Thus, we aimed to investigate the potential function of Artd1, Sox2
and Fgf4 during the reprogramming process. In an initial experiment we show that absence of Artd1 or in-
hibition of its enzymatic activity significantly reduces the reprogramming efficiency of mouse fibro‐ blasts.
A subsequent time‐course experiment reveals that a functional enzymatic activity of Artd1 is essential
during the first days of the reprogramming process in particular. We can show that in this early phase of
reprogramming Artd1 interacts with and PARylates Sox2. As Artd1 and Sox2 have been demonstrated
to regulate the expression of Fgf4 in ESCs, we wondered whether the Sox2‐Artd1 complex holds a similar
role during reprogramming. By analysing the expression level of Fgf4 in wild‐ type cells, Artd1‐deficient
fibroblasts and PARP‐inhibitor treated wild‐type fibroblasts and subse‐ quent chromatin immunoprecip-
itation against Sox2, we demonstrate that ADP‐ribosylation of Sox2 strengthens its binding to the Fgf4
enhancer, thereby stimulating the transcription of Fgf4. The find‐ ing that inhibition of the Fgf receptor
tyrosine kinase activity significantly reduced the reprogram‐ ming efficiency highlights the importance
of functional Fgf4. Thus, we aimed to understand the mechanism by which Fgf4 modulates the repro-
gramming process. Our data illustrate that addition of exogenous Fgf4 during reprogramming induces an
increase in the number of iPSC colonies and that inhibition of FGF‐signalling negatively affects the repro-
gramming efficiency. This effect is most signif‐ icant when blocking FGF‐signalling between d4 and d8 of
the reprogramming process. We finally demonstrate that in this phase of the reprogramming process, Fgf4
regulates cell proliferation and favours mesenchymal‐to‐epithelial transition. Taken together, our work
demonstrates that Artd1‐mediated PARylation of Sox2 is essential to posi‐ tively modulate Fgf4 transcrip-
tion during the reprogramming process. In addition, we identify Fgf4 as an important factor for promoting
reprogramming by favouring mesenchymal‐to‐epithelial transi‐ tion. Zusammenfassung Takahashi und
Yamanaka machten im Jahre 2006 eine bahnbrechende Entdeckung, welche zeigte, dass die Expression
der vier Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, Klf4 und c‐Myc ausreicht um somati‐ sche Zellen der Maus
in pluripotente Stammzellen umzuwandeln (=umzuprogrammieren). Sie gaben diese Zellen den Namen
„induzierte pluripotente Stammzellen“ (iPS Zellen). Ähnlich wie embryonale Stammzellen haben auch
iPS Zellen die Fähigkeit sich dauerhaft selbst zu erneuern und sich in jede Gewebezelle unseres Körpers zu
entwickeln. Dank dieser Eigenschaften weisen diese Zellen ein gros‐ ses Potential auf für die Entwicklung
von in vitro Krankheitsmodellen, Drogen‐ und Toxizitätsscree‐ ning‐Tools und Patienten‐spezifischen iPS
Zellen für klinische Anwendungen. Das Wissen über das Potential dieser Zellen hat dazu geführt, dass in
den letzten Jahren viel Zeit in die Optimierung und Neuentwicklung von Reprogrammierungsmethoden
investiert wurde. Dennoch haben die meisten dieser Methoden den Nachteil einer geringen Effizienz, einer
langen Prozessdauer und der genomi‐ schen Integration der Reprogrammierungsfaktoren. Erschwerend
kommt hinzu, dass das Wissen über die dem Reprogrammierungsprozess zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen noch immer sehr begrenzt ist. Daher ist es für die Entwicklung von effizienteren Repro-
grammierungsmethoden und die Herstellung von hochwertigen iPS Zellen von entscheidender Bedeutung,
mehr Kenntnisse über diese molekularen Mechanismen zu gewinnen. Dementsprechend war es das Ziel
dieser Arbeit einen vertieften Einblick in die den Reprogrammierungsprozess steuernden molekularen
Mechanis‐ men zu erhalten. Es gelang schlussendlich aufzuzeigen, dass Artd1, Sox2 und Fgf4 in der
frühen Phase des Reprogrammierungsprozesses eine wichtige Rolle spielen. Das Enzym Artd1/Parp1
katalysiert die kovalente Bindung von Poly(APD‐Ribose) an Akzeptor‐ Proteine und sich selbst im Zel-
lkern. ADP‐Ribosylierung spielt in vielen biologischen Prozesse eine wichtige Rolle, so zum Beispiel bei
der Aufrechterhaltung der genomischen Unversehrtheit, beim Zelltod und bei der Regulation der Tran-
skription. Das Protein Sox2 ist ein wichtiger Transkriptionsfak‐ tor für die Erhaltung der Pluripotenz
von embryonalen Stammzellen und gehört zu den vier Faktoren, die den Reprogrammierungsprozess ini-
tiieren. Es wurde bereits in embryonalen Stammzellen gezeigt, dass Artd1 und Sox2 gemeinsam die
Expression von Fgf4 modulieren. In embryonalen Stammzellen reguliert Fgf4 die Entscheidung zwis-
chen Erhaltung des pluripotenten Status oder Differenzierung zu spezifizierten Zellen. Interessanterweise
wurde auch gezeigt, dass Fgf4 nicht nur in embryonalen Stammzellen, sondern auch in iPS Zellen exprim-
iert wird. Basierend darauf lag unser Interesse darin, die Funktion von Artd1, Sox2 und Fgf4 während
des Reprogrammierungsprozesses zu untersuchen. Ein erster Versuch zeigte, dass die Abwesenheit von
Artd1 oder die Hemmung der enzymatischen Aktivität von Artd1 die Reprogrammierungseffizienz von
Fibroblasten signifikant reduziert. Mit einem nachfolgenden Experiment konnten wir demonstrieren,
dass die enzymatische Aktivität von Artd1 nur in den ersten Tagen des Reprogrammierungsprozesses
notwendig ist. In dieser frühen Phase des Prozesses interagiert Artd1 einerseits mit Sox2 und ist an-
dererseits für die Poly(ADP‐Ribosylierung) von Sox2 zuständig. Frühere Publikationen zeigten, dass
in embryonalen Stammzellen diese Modifi‐ zierung von Sox2 entscheidend für die Expression von Fgf4
ist. Daher haben wir uns die Frage ge‐ stellt, ob der Sox2‐Artd1 Komplex auch während des Repro-
grammierungsprozesses die Expression von Fgf4 steuert. Durch eine Expressionsanalyse von Fgf4 und
einen Chromatinimmunpräzipitations‐ assay in Wildtypzellen, Artd1‐/‐ Zellen und PARP‐inhibierten
Wildtypzellen konnten wir zeigen, dass die Bindung von Sox2 an den Enhancer von Fgf4 durch die
ADP‐Ribosylierung begünstigt und ver‐ stärkt wird. Weiter konnten wir aufweisen, dass diese Bindung
entscheidend ist für die Aktivierung der Transkription von Fgf4. Basierend auf diesen Resultaten un-
tersuchten wir, ob Fgf4 selbst eine wichtige Rolle im Reprogrammierungsprozess spielt. Es zeigte sich,
dass die Inhibierung der Tyrosin‐ Kinase‐Aktivität des Fgf‐Rezeptors zu einer signifikanten Reduktion
der Reprogrammierungseffizienz führt. Auf dieser Grundlage entschieden wir uns die Rolle von Fgf4
während des Reprogrammierens näher zu analysieren. Unsere Resultate offenbarten einerseits, dass die
exogene Zugabe von Fgf4 während dem Reprogrammierungsprozess zu einer signifikanten Zunahme der
iPS Kolonien führt und andererseits, dass sich die Hemmung des FGF‐Signalweges negativ auf die Re-
programmierungseffizi‐ enz auswirkt. Dieser von Fgf4 initiierte Effekt war zwischen dem Tag 4 und Tag 8
am stärksten sicht‐ bar. Weiterführende Experimente demonstrierten schlussendlich, dass Fgf4 einerseits
auf die Zell‐ proliferation einwirkt und andererseits die mesenchymal‐epitheliale Transition begünstigt.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die durch Artd1 vermittelte PARylierung von Sox2 wich‐
tig ist, um die Transkription von Fgf4 während des Reprogrammierungsprozesses zu fördern. Weiter
gelang es uns nachzuweisen, dass Fgf4 die mesenchymal‐epitheliale Transition unterstützt und des‐ halb
ein wichtiger Faktor zur Förderung des Reprogrammierungsprozesses ist.
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models  in vitro, drug and toxicity screening tools as well as patient‐derived  iPSCs  for future clinical 
applications. Regarding  these characteristics,  it  is not  surprising  that  in  the past years a variety of 
reprogramming methods have been developed. However, most of  these approaches coincide with 
low  reprogramming  efficiency,  the  genomic  integration  of  the  reprogramming  factors  and  a  long 
duration of the reprogramming process. In addition, the understanding of the underlying molecular 
mechanisms  is  still  limited. Therefore,  increasing  the knowledge of  the processes  that orchestrate 
the  reprogramming process  is crucial  for  the establishment of more efficient  reprogramming  tech‐
niques and the generation of high‐quality iPSCs.  
The key aim of  this  thesis was  to gain knowledge of  the molecular mechanisms driving  the  repro‐
gramming process,  in particular  the  role of Artd1,  Sox2 and  Fgf4  in  the early phase of  the  repro‐
gramming process.  
Artd1/Parp1  is an abundant nuclear DNA‐binding protein that catalyses the covalent attachment of 
poly(ADP‐ribose)  (PAR)  to  itself  and  to other nuclear  acceptor proteins. ADP‐ribosylation plays  an 
important  role  in numerous biological processes,  including maintenance of  genomic  integrity,  cell 











demonstrated  to  regulate  the  expression  of  Fgf4  in  ESCs, we wondered whether  the  Sox2‐Artd1 
complex holds a similar role during reprogramming. By analysing the expression level of Fgf4 in wild‐




ing  that  inhibition of  the Fgf  receptor  tyrosine kinase activity  significantly  reduced  the  reprogram‐


















Stammzellen haben auch  iPS Zellen die Fähigkeit sich dauerhaft selbst zu erneuern und sich  in  jede 
Gewebezelle unseres Körpers zu entwickeln. Dank dieser Eigenschaften weisen diese Zellen ein gros‐
ses Potential auf  für die Entwicklung von  in vitro Krankheitsmodellen, Drogen‐ und Toxizitätsscree‐
ning‐Tools und Patienten‐spezifischen  iPS  Zellen  für  klinische Anwendungen. Das Wissen über das 
Potential dieser Zellen hat dazu geführt, dass  in den  letzten Jahren viel Zeit  in die Optimierung und 
Neuentwicklung  von  Reprogrammierungsmethoden  investiert wurde. Dennoch  haben  die meisten 
dieser Methoden den Nachteil einer geringen Effizienz, einer  langen Prozessdauer und der genomi‐
schen Integration der Reprogrammierungsfaktoren. Erschwerend kommt hinzu, dass das Wissen über 
die  dem  Reprogrammierungsprozess  zugrunde  liegenden molekularen Mechanismen  noch  immer 






Das  Enzym  Artd1/Parp1  katalysiert  die  kovalente  Bindung  von  Poly(APD‐Ribose)  an  Akzeptor‐
Proteine und  sich  selbst  im Zellkern. ADP‐Ribosylierung  spielt  in  vielen biologischen Prozesse eine 







































































































































































for enhancing both the efficiency of  iPSC generation and their safety for use  in a clinical setting.  In 
this work, the significance of the functional  interaction of Sox2 (SRY (sex determining region Y)‐box 
2), Artd1  (ADP‐ribosyltransferase diphtheria  toxin‐like 1;  formerly called poly(ADP‐ribose) polymer‐





















































isolation of mESCs  in 1981 and the subsequent  increase  in knowledge of mESCs culturing, handling 














































Nuclear transfer  involves  injection of the nucleus  from a somatic cell  into an enucleated oocyte.  In the envi‐



























and  colleagues  in 1987  (Figure 3A). The ectopic expression of  the  skeletal muscle  factor MyoD  in 



















that  it  is a combination of several factors  in oocytes and ESCs that reprogram somatic cells back to 












telomerase activity and  stained positive  for alkaline phosphatase  (AP) activity. Furthermore,  these 
iPSCs were able to generate teratoma after injection into immunocompromised mice and contribut‐
ed  to different  tissues of developing embryos upon blastocyst  injection  (Takahashi and Yamanaka, 
2006). However, the generated iPSCs showed global gene‐expression patterns and DNA methylation 
status different from ESCs and were not able to generate adult or germline chimeras (Takahashi and 
Yamanaka,  2006).  These  Fbx15‐selected  iPSCs  therefore  appeared  to  be  only  partially  repro‐
grammed. Soon after  this  study,  selection  for  the  reactivation of Nanog or Oct4  instead of  Fbx15 
resulted  in germline competent  iPSCs, which were molecularly and functionally closer to ESCs (Ma‐








MEFs  (Figure  4), many  laboratories  began  to modify  and  refine  the  reprogramming method.  This 


















ripotent  stem  cells:  In  the mouse  the  colonies  should  grow  in  compact multilayers, have a  round 
shape, exhibit a shiny and distinct border and are composed of cells with a  large nucleus,  large nu‐




surface  antigen  SSEA1  (stage‐specific  embryonic  antigen  1)  and  downregulate  Thy1, which  is  ex‐










tion of  the developmental potential of  iPSCs begins with  in vitro differentiation. The  iPSCs  can be 
differentiated  by  forming  embryo‐like  aggregates  called  embryoid  bodies  or  through  two‐





2008).  Further analysis of  the pluripotency of  iPSCs  involves  the generation of  chimaeras and  the 
ability  of  chimaeras  to  produce  all‐iPSC mice  in  their  offspring  (germline  transmission).  The most 
rigorous test for pluripotency is the tetraploid complementation assay. In this assay, iPSCs are inject‐




complementation  implemented with  ESCs  (Eakin  et  al.,  2005;  Zhao  et  al.,  2009;  Stadtfeld  et  al., 
2010). 
All these assays used to  identify and evaluate  iPSCs are summarized  in table 2. A standardized and 


























The  induction of reprogramming  in murine somatic cells was originally achieved by  introducing the 
four  transcription  factors Oct4, Sox2, Klf4 and c‐Myc  into mouse  fibroblasts  (Takahashi and Yama‐
naka, 2006). After the  introduction of the  four reprogramming  factors,  the cells were continuously 
cultivated on feeders and in the presence of LIF. After 15 days, the cells showed an ES‐cell like mor‐
phology and behaviour.  In  the  following years,  the Yamanaka protocol was constantly  refined and 


















tion. An  expression  above  the  critical  level promotes differentiation  into primitive  endoderm  and 
mesoderm,  whereas  repression  of  Oct4  causes  loss  of  pluripotency  and  differentiation  into 
trophectodermal tissue (Niwa et al., 2000). In addition, Oct4 belongs together with Sox2 and Nanog 
to the core transcriptional network, regulating the maintenance of pluripotency in human and mouse 













programming process  in mouse  fibroblasts  (Li et al., 2011; Yuan et al., 2011).  In 2010, Heng et al. 
succeeded  in  replacing Oct4  in  the  reprogramming  cocktail by  the orphan nuclear  receptor Nr5a2 
(Nuclear receptor subfamily 5 group A member 2). However, Nr5a2 functions as an upstream regula‐





in  the presence of E‐cadherin  instead of Oct4  showed all  the characteristics of pluripotent,  repro‐
grammed cells (Redmer et al., 2011). Furthermore, Gao et al. (2013) showed that the DNA hydrox‐
ylase Tet1 promotes  the demethylation and  reactivation of Oct4 and  is,  therefore, able  to  replace 
Oct4 in the reprogramming cocktail (Gao et al., 2013). Shu et al. (2013) demonstrated that mesendo‐
dermal  lineage  specifiers  in combination with Sox2, Klf4 and c‐Myc are able  to  substitute Oct4 by 
repressing ectodermal genes (Shu et al., 2013).  In addition, reprogramming has also been achieved 
solely by Nanog through activation of Sonic Hedgehog signalling (Moon et al., 2013) or by using only 










endoderm and primordial germ cells  (Avilion et al., 2003; Yabuta et al., 2006).  In the adult, Sox2  is 
present in proliferating cells in the central nervous system (Ellis et al., 2004).  






(Keramari et al., 2010). Consistent with  the  role of Sox2  in early embryogenesis,  the derivation of 
ESCs from the ICM or the generation of trophoblast stem cells from the TE of Sox2‐deficient embryos 
is not possible (Avilion et al., 2003). In ESCs, Sox2 plays an important role, together with Nanog and 
Oct4,  in the gene regulatory network  involved  in maintaining their pluripotency (Boyer et al., 2005; 
Loh et al., 2006). Sox2 and Oct4 have been shown to  interact and cooperatively regulate their own 











such as Fgf4, Sall4 and Fbx15,  that aid  in  the  induction of pluripotency  (Schmidt and Plath, 2012). 
Recently, we showed that poly(ADP‐ribosylation) (PARylation) of Sox2 favours its binding to the Fgf4 
enhancer in the early phase of the reprogramming thereby activating Fgf4 expression, which is cru‐
cial  for an efficient  reprogramming process  (Weber et al., 2013). Furthermore,  it has been  shown 
that activation of the endogenous Sox2  locus  in the  late phase of the reprogramming process  initi‐
ates a series of consecutive steps leading to the activation of many pluripotency genes (Buganim et 
al., 2012). Sox2, however, can be replaced by the most closely related Sox family members (Nakaga‐
wa et al., 2008).  In addition, several small‐molecules have been  identified  that are able  to  replace 
Sox2 in reprogramming. Ichida et al. (2009) analysed 800 compounds for their ability to replace Sox2 
in  the  reprogramming  cocktail.  They  ended  up  with  a  transforming  growth  factor‐β  receptor  1 
(TgfβR1) kinase  inhibitor (RepSox), which was able to  induce  iPSCs  in the absence of Sox2. Interest‐
ingly, this compound does not act by inducing Sox2 expression. Instead, it enables reprogramming by 





they  found  that  a  combination  of  a G9a  histone methyltransferase  inhibitor  (BIX)  (Kubicek  et  al., 
2007) and a L‐channel calcium agonist  (BayK)  (Schramm et al., 1983) was able to enhance the effi‐










al.,  1999).  In  addition,  various  studies  have  shown  that  conditional  deletion  of  Klf4  affects many 




logical  processes,  such  as  cell  cycle‐control,  transcriptional  regulation  and  apoptosis  (Chen  et  al., 
2001;  Chen  et  al.,  2003;  Birsoy  et  al.,  2008).  Its  capacity  to  regulate  these  diverse  processes  is 
through acting as a transcription factor. For example, Klf4  influences the cell cycle by activating nu‐
merous genes that encode negative regulators of the cell cycle as well as suppresses the transcrip‐












that  overexpression  of  Klf4  in  the  skin  results  in  hyperplasia  and  dysplasia,  eventually  leading  to 
squamous cell carcinoma of the skin (Foster et al., 2005; Huang and Liu, 2005). Whether Klf4 acts as a 




ESCs, with  its expression decreasing during differentiation  (Bruce et al., 2007).  In addition, overex‐
pression of Klf4 maintained ESCs in a self‐renewal state, even in the absence of LIF. The same study 
also showed that ESC differentiation induced by Klf4 knockdown can be rescued by the overexpres‐
sion of Nanog. This  suggests  that Klf4  is an upstream  regulator of Nanog and  this hypothesis was 
further proven by the results that Klf4 is able to bind to the Nanog promoter to regulate its expres‐




Yamanaka  factors,  it has been  suggested  that Klf4  interacts with Sox2 and Oct4 during  the  repro‐
gramming  process.  Profiling  of Oct4,  Sox2  and  Klf4’s DNA  binding  in  the whole  genome  in  iPSCs 
showed  that  these  three  factors colocalize on promoters of essential  target genes  required  for  re‐
programming (Sridharan et al., 2009). The important role of Klf4 in this complex was further demon‐
strated by Wei et al. (2009): Mutant forms of Klf4, which  interact with Oct4 and Sox2 but  lack DNA 
binding  activity,  significantly  reduce  reprogramming  efficiency  (Wei  et  al.,  2009).  Another  study 
demonstrated  that  target genes of Klf4 changed  their expression both early and  late  in  the  repro‐
gramming process. In the beginning, Klf4 repressed the expression of somatic genes, including Tgfb1 
and Col6a1, and in the last phase it activated the expression of pluripotency genes, such as Oct4 and 
Klf5  (Polo et al., 2012). Although  these studies suggest an  important  role of Klf4 during  the  repro‐
gramming process, several factors were shown to replace Klf4. Klf4 can either be replaced by family 
members,  including Klf1, Klf2 and Klf5  (Nakagawa et al., 2008), or by  the orphan nuclear  receptor 
Esrrb (oestrogen‐related receptor β) (Feng et al., 2009). 
In summary, Klf4  is a transcription factor expressed  in various tissues, which  is  important for many 
different physiologic processes, including cell cycle regulation and normal tissue homeostasis. In ad‐
dition, Klf4 is able to either activate or repress target genes and can also function as an oncogene or 




family that  includes L‐Myc and N‐Myc. The c‐Myc protein  is  involved  in a broad range of biological 
processes,  including the cell cycle, apoptosis, transcriptional regulatory mechanisms, stem cells and 
cancer (Meyer and Penn, 2008).  
The expression of c‐Myc has been shown  to be absent  in quiescent cells, but  is  induced upon  the 
addition of growth factors. The expression peaks few hours after growth factor stimulation and de‐
creases to a basal level needed in cycling cells (Kelly et al., 1983). The expression of c‐Myc in cycling 
cells  is crucial  for G0/G1  to S phase progression and enables a shortened G1 phase  (Steiner et al., 
1995;  Facchini  and  Penn,  1998).  In  addition,  c‐Myc‐deficient  immortalized  rat  fibroblasts  showed 
prolonged cell doubling time and accumulated in the G1 and G2M phases of the cell cycle (Mateyak 
et al., 1997). Besides its function in driving the cell cycle, c‐Myc is also involved in tumourigenesis and 






cation  that  involves  the c‐Myc gene on chromosome 8 and  the chromosomes 2, 14 and 22, which 
harbour the immunoglobin heavy and light chain genes (Dalla‐Favera et al., 1982). After the role of c‐
Myc  in cell proliferation and cell transformation had already been demonstrated, several studies  in 



















dation.  In  addition,  forced  expression  of  c‐Myc  in  ESCs  relieved  the  dependency  of  ESCs  on  LIF, 
whereas  the dominant negative  form of c‐Myc  induced differentiation even  in  the presence of LIF 
(Cartwright et al., 2005). Apart  from  its  role  in  somatic and embryonic  stem  cells,  c‐Myc was also 
shown to be one of the four Yamanaka factors. One year after the first iPSC generation, Okita et al. 
(2007)  showed  that  iPSC‐derived  animals  develop  tumours  due  to  the  reactivation  of  the  c‐Myc 
transgene.  This  observation  represented  a major  safety  concern  regarding  clinical  applications  of 
iPSCs (Okita et al., 2007). One year later, two studies demonstrated that c‐Myc is dispensable when 
Oct4, Sox2 and Klf4 are used for the reprogramming, although with dramatically reduced efficiency 
(Nakagawa et al., 2008; Wernig et al., 2008).  In  their study, however, Nakagawa et al.  (2008) also 






out c‐Myc have already been selected  for high  levels of endogenous L‐ and N‐Myc  (Blelloch et al., 




hypothesis  is supported by  the  finding  that c‐Myc plays a  role  in modifying chromatin structure  to 




























process. Using an  integrative genomic analysis, Mikkelsen et al.  (2008) showed that the  immediate 
response  to OKSM  is characterized by de‐differentiation of MEFs and upregulation of proliferative 
genes. The de‐differentiation  is accounted by a decrease  in  the expression  levels of mesenchymal 
genes normally expressed in MEFs. The effect on the proliferative response is assessed by upregula‐
tion of genes involved in DNA replication and cell cycle progression (Mikkelsen et al., 2008). In paral‐




















Interestingly, cells  resistant  to successful  reprogramming showed similar  transcriptional changes  in 










enchymal markers and matrix metalloproteases, was  strongly  reduced at day 3,  reflecting  the  im‐
portance of MET in the early stage of reprogramming (Hansson et al., 2012). The majority of the thus 
far  presented  findings  on  the molecular mechanism  underlying  reprogramming was  gained  from 
population‐based  studies, which  are  essential  for  understanding  the  global  changes  during  repro‐
gramming. But as only a small fraction of the induced cells becomes reprogrammed and establishes a 
stable pluripotent state, population‐based studies face difficulties in detecting changes in these rare 
cells determined  to become  iPSCs.  In an attempt  to overcome  this problem, Buganim et al.  (2012) 
performed two single‐cell techniques to quantify the expression of 48 genes in single cells at various 
stages during the reprogramming process. The genes selected for analysis  included those known to 
be  involved  in  major  events  that  occur  during  reprogramming.  The  selection  comprises  ESC‐
associated chromatin‐remodelling genes and modification enzymes, due  to  the epigenetic changes 
during  reprogramming. Because proliferation plays  an  important  role during  reprogramming,  cell‐





ation  and metabolism  that must occur during  reprogramming,  are not  restricted  to  cells  that  are 
destined to become iPSCs. 
2.5.2. The intermediate phase 
The  early  long  stochastic  phase  is  followed  by  an  intermediate  phase  (Figure  5), which  includes, 
among other things, an unknown rate‐limiting event. This rate‐limiting step is responsible for the low 
efficiency of  the  reprogramming process, as  reprogrammable  cells must pass  this  step  in order  to 
enter the  late phase and become fully reprogrammed (Hanna et al., 2009; Buganim et al., 2012). In 
general, the transcriptional changes in the intermediate phase are small, but it has been shown that 
























al., 2012). Genome‐wide analyses  revealed  that genes associated with DNA binding and  stem  cell 
maintenance  are upregulated  in  the  late phase of  the  reprogramming process.  The  expression of 
these genes, including Nanog, Oct4, Sox2, Esrrb and Dnmt3L, mark the acquisition of a stable pluripo‐
tent state and the activation of the core pluripotency network (Polo et al., 2012). Quantitative prote‐
omic  analysis  revealed  that many  proteins  showing  a  reduced  expression  in  the  early  phase  (dis‐

























thelial  characteristics,  the  cells gain mesenchymal  features  involving end‐to‐end polarity and  focal 
adhesion, resulting in increased cell motility and migratory and invasive capacity (Thiery et al., 2009). 
Mesenchymal‐to‐epithelial transition  is the reverse process to EMT and describes the acquisition of 
epithelial  characteristics  and  loss  of mesenchymal  features  (Figure  6).  The molecular  and  cellular 




potent  inducer of EMT  (Xu et  al., 2009).  The  reverse process, MET,  is  therefore enhanced by  the 








Miyazawa et al., 2000;  Locascio and Nieto, 2001; Thiery, 2002).  Furthermore, EMT  is  required  for 
tissue regeneration and wound healing. It  is also associated with pathological stresses,  including  in‐
flammation and organ  fibrosis  (Kalluri and Weinberg, 2009). On  the  contrary, MET, apart  from  its 












As already mentioned  in  chapter 2.5.1.,  several  studies  revealed  that MET  is  involved  in  the early 
phase of  the  reprogramming process. The  first  indication  that an early process of epithelisation  is 
necessary for reprogramming came from a study by Mikkelsen et al. (2008). Using an integrative ge‐
nomic analysis of fibroblasts undergoing reprogramming, they showed that EMT regulators, such as 
Tgfβ1, TgfβR2 and Snail, are  reduced  (Mikkelsen et al., 2008). Subsequently,  two  studies  reported 
that  inhibition of TGFβ‐signalling enhances the reprogramming process of mouse fibroblasts (Ichida 
et al., 2009; Maherali and Hochedlinger, 2009). Maherali et al. (2009) demonstrated that the inhibi‐
tion  of  TgfβR1  significantly  increases  the  number  of  iPSC  colonies,  whereas  activation  of  TGFβ‐
signalling by addition of exogenous Tgfβ1 and Tgfβ2 reduces the reprogramming efficiency. In addi‐
tion, they showed that the TgfβR1‐inhibitor  is able to replace Sox2 or c‐Myc  in the reprogramming 
cocktail  (Maherali  and Hochedlinger,  2009).  Similar  results were  obtained  by  Ichida  et  al.  (2009), 






the  reduced  expression  of mesenchymal markers,  cell‐matrix  adhesion  genes  and  transcriptional 





Myc downregulates Tgfβ1 and TgfβR2, which are both  involved  in  the  induction of EMT, and Klf4 
induces  epithelial  genes,  including  E‐cadherin  (Li  et  al.,  2010).  In  the  other  study  by  Samavarchi‐
Tehrani et al. (2010), gene expression profiling revealed an induction of a large number of epithelial‐
















Artd1  is a 116‐kDa protein  consisting of well  characterized  structural and  functional domains. The 
major functional units are an amino‐terminal DNA‐binding domain (DBD), a central automodification 




mediates protein‐protein  interactions, as well as  several glutamate, aspartate and  lysine  residues, 
which act as putative acceptors for auto‐(ADP‐ribosylation). The CD contains a tryptophan‐, glycine‐ 





As  a  nuclear  enzyme, Artd1  catalyses  the  covalent  attachment of  poly(ADP‐ribose)  (PAR)  to  itself 
(auto‐PARylation) as well as to other substrates (PARylation), including histones, DNA repair proteins 
and transcription factors, using NAD+ as a donor of ADP ribose units (Ogata et al., 1981; D'Amours et 
al., 1999; Kraus and Lis, 2003). Artd1  is  involved  in a broad variety of processes and  functions via 






lator of DNA methylation  (Kraus,  2008; Krishnakumar  and Kraus,  2010). Despite  all  the  roles  that 
Artd1  plays  in  various  biological  processes, Artd1  knockout mice  are  viable  and  display  only mild 















In 1999, Masutani et al. generated Artd1‐deficient  (Artd1‐/‐) ESCs  in order  to  study  the biological 
functions of Artd1  in DNA damage  responses.  They demonstrated  that Artd1‐/‐  ESCs  show  an  in‐
creased sensitivity to γ‐irradiation and alkylating agents compared to parental ESCs. In addition, they 
could demonstrate  in vitro culture that Artd1 deficiency  is not  lethal for ESCs and that their growth 
behaviour and morphology is not altered (Masutani et al., 1999). Subsequent studies investigated the 
differentiation potential of Artd1‐/‐ ESCs  in vitro and  in vivo. Nozaki et al.  (1999)  injected Artd1‐/‐ 
ESCs subcutaneously into nude mice to analyze the effect of Artd1 disruption on tumourigenesis and 
cellular differentiation  in vivo. Histological analysis of  tumours derived  from Artd1‐/‐ ESCs  showed 
the appearance of haemorrhagic areas as well as giant cells with single or multiple megalo‐nuclei. 
Electron microscopic examination of the giant cells revealed micro‐villi on the surface and secretion 
granules  in  the  cytoplasma, both  characteristically  seen  in  trophoblasts  in  the normal placenta.  In 
respect  to  all  these  features,  the  giant  cells  were  diagnosed  as  syncytiotrophoblastic  giant  cells 
(STGCs).  In contrast, none of  the  tumours derived  from  the wild‐type  (wt) cells or Artd1+/‐ clones 
displayed such haemorrhages or STGCs. However, apart from the presence of giant cells and haemor‐
rhagic areas  in Artd1‐/‐ derived  tumours,  there was no difference  in  the ectodermal, mesodermal 
and endodermal tissue derivatives among wt, Artd1+/‐ and Artd1‐/‐ tumours. These findings suggest 
that Artd1 is not essential for tumourigenesis of ESCs, but is involved in trophoblastic cell differentia‐
tion  (Nozaki  et  al.,  1999; Masutani  et  al.,  2001).  A  follow‐up  study  by  Hemberger  et  al.  (2003) 














Artd1  physically  interacted with  and  PARylated  Sox2,  enabling  the  dissociation  of  excessive  Sox2 
from the Fgf4 enhancer and inducing transcription of Fgf4 (Gao et al., 2009). In Artd1‐/‐ ESCs (undif‐
ferentiated and differentiating) the PARylation of Sox2 decreases, resulting  in an  increased associa‐
tion of Sox2 with Fgf4 enhancer. This  is accompanied by  reduced expression of Fgf4. The  reduced 
expression  of  Fgf4  did  not  affect  the  proliferation  and  survival  of  undifferentiated Artd1‐/‐  ESCs, 
however,  the  growth  and  survival  of  differentiating  Artd1‐/‐  ESCs was  severely  compromised.  To 
summarize  the  results of  the  study,  it was demonstrated  that PARylation of  Sox2 by Artd1  is  im‐




data  showed  that  auto‐PARylation of Artd1  enhances  the  Sox2‐Artd1  interaction  in  ESCs,  thereby 
controlling the binding of Sox2 to Sox2:Oct4 enhancers and preventing overexpression of Sox2:Oct4 
target genes, such as Fgf4 (Yuan et al., 1995), Nanog (Kuroda et al., 2005; Rodda et al., 2005), Oct4 
and Sox2  itself  (Catena et al., 2004; Chew et al., 2005). Therefore, auto‐PARylated Artd1  together 
with Sox2 fine‐tunes the level of Sox2:Oct4 target gene expression to maintain the pluripotent state 
of ESCs. In addition, they could demonstrate that inhibition of Sox2 activity by Sox2‐PARylated Artd1 










tion and even generation of  iPSCs. Our own  study  supports  the  important  role of Artd1 and Sox2 
during reprogramming (Weber et al., 2013). We propose a unique mechanism  in which Artd1 regu‐
lates reprogramming in concert with Sox2 and Fgf4. In agreement with Lai et al. (2012), we demon‐
strated that the reprogramming efficiency  is significantly reduced  in Artd1‐/‐ MEFs and  in wt MEFS 
reprogrammed  in the presence of an  inhibitor of PARP‐mediated PARylation.  In a subsequent step, 
we showed that the enzymatic activity of Artd1 is essential solely during the early phase and that the 
expression of Artd1 begins to regularly increase during the first days of the reprogramming process. 
Furthermore, our data  revealed  that Artd1  interacts with Sox2 and mediates  its PARylation  in  the 
early phase of the process. The PARylation of Sox2 by Artd1 was shown to strengthen the binding of 
Sox2  to  the Fgf4 enhancer,  thereby stimulating  the expression of Fgf4  throughout  the  reprogram‐
ming process. Interestingly, we could demonstrate that the expression of Fgf4 is crucial for a success‐
ful and efficient reprogramming process (Weber et al., 2013). A recent study by Doege et al. (2012) 
revealed  the  important role of Artd1 together with Tet2  (ten‐eleven translocation‐2)  in  the regula‐
tion of epigenetic marks at pluripotency loci during reprogramming. Artd1 and Tet2 were recruited to 
the pluripotency loci of Nanog and Esrrb to promote an activated chromatin state that directs subse‐
quent  transcription of  these pluripotency genes. Furthermore, Artd1 altered chromatin  states  in a 
way that the exogenous Oct4 binding to the pluripotency loci was facilitated (Doege et al., 2012). 






differentiation.  The mammalian  Fgf  gene  family  consists  of  22 members,  including  Fgf1  –  Fgf23. 




(fibroblast growth  factor  receptors), with heparan  sulphate glycosaminoglycan as a  cofactor. They 
modulate  multiple  developmental  processes  acting  as  local  signalling  molecules  in  an  auto‐
crine/paracrine manner  (Itoh  and Ornitz,  2008;  Beenken  and Mohammadi,  2009).  Endocrine  Fgfs 
function over  long distances as endocrine hormones and mediate  their biological  responses  in an 
FgfR‐dependent way as well  (Kharitonenkov, 2009;  Itoh, 2010).  In  contrast,  intracrine Fgfs neither 






activating  the  Fgf  receptor  subfamily  of  cell‐surface  receptor  tyrosine  kinases.  Four  FgfR  genes, 
FgfR1, FgfR2, FgfR3 and FgfR4, have been identified in humans and mice (Itoh and Ornitz, 2004). The 
Fgf receptors are transmembrane proteins consisting of three extracellular  immunoglobulin (Ig)‐like 
domains  (D1‐D3), an acidic  region  (a glutamate‐, aspartate‐ and serine‐rich sequence) between D1 





results  in the skipping of the exons encoding D1 and the D1‐D2  linker, resulting  in a two  Ig‐like do‐
main form of the receptor. The binding properties of the “short” (two Ig‐like domain) and the “long” 
(three  Ig‐like domain)  FgfRs  are  similar  (Johnson et  al., 1991). A  second  alternative  splicing event 
occurs in D3 of FgfR1, FgfR2 and FgfR3. Two alternative exons (IIIb and IIIc) encode for the C‐terminal 
half of D3 and are spliced to the exon IIIa, which codes for the first half of D3, in a mutually exclusive 











determining  the  radius of  ligand diffusion  (Allen, 2001; Häcker et al., 2005; Beenken and Moham‐
madi, 2009). The binding of ligand and HSGAG to the FgfR results in receptor dimerization, activation 
of  intrinsic tyrosine kinase activity, and autophosphorylation at several tyrosine residues within the 
cytoplasmic  domain  of  the  receptor.  Subsequently,  adaptor  proteins  bind  to  the  phosphorylated 
tyrosine  residues  on  the  receptor  and  activate  the  four  key  downstream  transduction  pathways: 
Jak/STAT (the Janus kinase/signal transducer and activator of transcription), PLCy (phosphoinositide 







various  biological processes,  such  as  embryogenesis,  tumourigenesis,  and  acquisition  and mainte‐










showed an  impaired proliferation unless Fgf4 was added  to  the culture medium causing  rescue of 
growth and differentiation of  the  ICM  (Feldman et al., 1995).  In  contrast, Fgf4‐/‐ ESCs are able  to 
survive, proliferate and maintain their pluripotent state in vitro independent of exogenous Fgf4 (Wil‐
der et al., 1997). The same study, however, also showed  that  the differentiation of Fgf4‐/‐ ESCs  in 
vitro is severely compromised. The induction of differentiation in Fgf4‐deficient ESCs resulted in lim‐
ited growth and an  impaired survival  rate of  the differentiating Fgf4‐/‐ ESCs compared  to  their wt 















important roles at various stages of embryonic development. Furthermore,  it  is expressed  in undif‐
ferentiated ESCs and ECCs  (Velcich et al., 1989; Schoorlemmer and Kruijer, 1991), where  the  tran‐
scription of Fgf4  is controlled by Sox2 and Oct4 by binding on the distal Fgf4 enhancer (Yuan et al., 
1995).  In addition,  the expression of Fgf4  is not  limited  to ESCs and ECCs, as  it can be detected  in 
iPSCs as well (Takahashi and Yamanaka, 2006). Interestingly, several studies showed that the expres‐

















features and  therefore harbour a huge potential  for clinical applications and  improving  the under‐
standing of disease. The generation of  iPSCs– unlike ESCs – does not have ethical  implications and 
patient‐derived  iPSCs provide a valuable  source  for various  clinical applications. The knowledge of 


















































tional  role  during  the  reprogramming  process. We  showed  that  the  expression  of  Fgf4  in  repro‐
gramming wt fibroblasts constantly increases to day 6. In contrast, Fgf4 expression was strongly re‐





its  influence  on  Fgf4  transcription  causes  the  reduced  reprogramming  efficiency  in  Artd1‐/‐  and 





ment, we highlighted  the  importance of Sox2 and Artd1  in positively  regulating Fgf4  transcription. 



























of  the  FgfR  tyrosine  kinase  activity  reduces  the  reprogramming  efficiency. We  reprogrammed wt 
fibroblasts  in  the  presence  of  either  SU5402,  as  used  in  our  previous  publications,  or  PD173074 








four  reprogramming  factors  (Carey  et  al.,  2009). Reprogramming of  2nd MEFs  in  the presence of 
PD17 or neutralizing anti‐FGF4 antibodies resulted in a decreased reprogramming efficiency. In con‐
trast, addition of exogenous FGF4 during the reprogramming process of 2nd MEFs significantly en‐
hanced  the number of  iPSC colonies compared  to  the number  in untreated 2nd MEFs.  In a subse‐

































the past years,  the  reprogramming  techniques have been  improved with  regard  to vector delivery 
methods, cell sources or reprogramming factor combinations (Hussein and Nagy, 2012; Miyazaki et 
al., 2012). Despite all the advances in the optimization of reprogramming techniques, knowledge of 




In our work,  the  first aim was  to understand  the  functional consequence of  the  interplay between 
Sox2 and Artd1 during  the early phase of  the reprogramming process. We could demonstrate  that 
Artd1 PARylates and  interacts with Sox2, which has a modulating  function on the Sox2‐driven Fgf4 
expression during the reprogramming process. We could further show that Fgf4 plays an  important 
role  during  the  reprogramming  process. More  precisely,  Fgf4  positively  supports MET, which  is  a 
hallmark of the early phase of reprogramming.  
1. Artd1/Parp1  regulates  reprogramming by  transcriptional  regulation of  Fgf4  via 
Sox2 ADP‐ribosylation 
The  four  transcription  factors Oct4, Sox2, Klf4 and c‐Myc were originally used  to  reprogram  fibro‐
blasts  to  iPSCs  (Takahashi and Yamanaka, 2006). Although various  reprogramming  factor combina‐
tions have been established over the  last years, the four Yamanaka factors still represent the most 
commonly used components of the reprogramming cocktail. However, knowledge of how the Yama‐
naka  factors directly drive reprogramming  is still  limited.  In ESCs, Oct4 and Sox2 are key players of 
the  transcriptional network regulating maintenance of pluripotency  (Nichols et al., 1998; Avilion et 
al., 2003). Within this network, they cooperatively regulate their own expression as well as the tran‐
scription  of  additional  target  genes,  such  as  Nanog,  Fgf4,  Lefty1  and  Fbx15,  by  binding  to  their 
Oct4:Sox2 enhancer elements (Dailey et al., 1994; Yuan et al., 1995; Tokuzawa et al., 2003; Kuroda et 
al., 2005; Okumura‐Nakanishi et al., 2005; Nakatake et al., 2006). Therefore,  the  regulation of  the 
two core factors, Sox2 and Oct4, is an important determinant of pluripotency. One enzyme that has 














tor of poly‐ADP‐ribosyltransferases  (Figure 7). Fgf4 expression occurs much earlier  than  the activa‐
tion of transcription of other typical pluripotency markers such as Nanog, SSEA1 or Oct4. This obser‐
vation is interesting because two previous studies in ESCs showed that Artd1 and Sox2 are involved in 














and a possible  influence of  these  two proteins on  the Fgf4 expression. Our data demonstrate  that 
Artd1 is able to PARylate Sox2 in vitro and strongly suggest that Artd1 mediates ADP‐ribosylation of 
Sox2  in vivo  in  fibroblasts  starting  from day 2 during  reprogramming. Additionally, Artd1  interacts 




treated cells compared to that  in wt cells. This  is  in agreement with the delayed and reduced Fgf4 
























process. Our  findings  illustrate one  role of Artd1 during  the  reprogramming process, while studies 
conducted  by  two  other  groups  have  shown  additional  functions  of Artd1  during  reprogramming 
(Doege et al., 2012; Chiou et al., 2013). However, little is known about the role of Artd1 in iPSCs. Alt‐













2. Fgf4  controls  mesenchymal‐to‐epithelial  transition  during  the  early  phases  of 
reprogramming 
In our previous  study, we demonstrated  that  Fgf4  expression during  the  early days of  the  repro‐
gramming process is regulated by Artd1 and Sox2. Furthermore, we could show that inhibition of the 
FgfR  tyrosine  kinase  activity  significantly  reduces  reprogramming  efficiency  (Weber  et  al.,  2013). 















tion  of  iPSCs. We  therefore  performed  a microarray  analysis  to  compare  global  gene  expression 
changes occurring at day 4 upon  retrovirus‐mediated  transduction of MEFs  in  the presence or ab‐
sence of PD17. The small‐chemical inhibitor PD17 blocks the FgfR tyrosine kinase activity and there‐
fore  inhibits  the pathways normally activated by Fgf4. This analysis  indicated  that  inhibition of  the 
FGF pathway during  reprogramming  affects  genes  related  to  cell  cycle progression  and  EMT/MET 
(Weber et al., submitted manuscript). To verify the results of the microarray analysis, we switched 
the  reprogramming system  from  retrovirus‐mediated  reprogramming  to  the secondary  reprogram‐




This  system  allows  the  reprogramming  of  genetically  homogenous  somatic  cell  populations while 
avoiding  the  genetic  heterogeneity  of  primary  infections.  Furthermore,  it  enables  temporally‐







the  FGF  pathway.  The  obtained  results  demonstrated  that  blocking  of  FGF‐signalling  reduced  the 
reprogramming  efficiency, whereas  activation  of  the  FGF  pathways  enhanced  the  reprogramming 
efficiency  compared  to wt  levels.  To  further  test  the  importance  of  Fgf4, we  reprogrammed  2nd 
MEFs in the presence of neutralizing anti‐FGF4 antibodies. The reprogramming efficiency under this 
condition was also significantly reduced compared to wt conditions (Weber et al., submitted manu‐


















cy occurred when  the  FGF‐signalling was  inhibited during d4  – d8  (Fig. 8A/B). We  also wondered 
whether the positive effect of Fgf4 on the reprogramming efficiency is phase dependent. Interesting‐
ly, the addition of FGF4 during d0 – d4 had no effect, whereas the addition of FGF4 during d4 – d8 
caused a  significant  increase  in  the number of  iPSC colonies. This  increase was comparable  to  the 




we knew  that  the  inhibition of FGF‐signalling mainly affects genes  related  to cell cycle progression 
and MET/EMT  (Weber  et  al.,  submitted manuscript). A previous  study by Hanna  et  al.  (2009)  re‐
vealed that an increase in cellular proliferation is needed for the acquisition of stochastic epigenetic 
changes during  reprogramming  (Hanna et al., 2009). Furthermore, several studies showed  that ac‐
celeration  of  proliferation  is  an  important  early  event  of  reprogramming  (Mikkelsen  et  al.,  2008; 
Hong et al., 2009; Marión et al., 2009; Utikal et al., 2009). Interestingly, it was already demonstrated 
that Fgf4 enhances proliferation of ESCs (Kook et al., 2013). Taking all these studies into account, we 























et al., 2009; Li et al., 2010), shows that MET  is required  for the generation of  iPSCs and marks the 
early phase of  the  reprogramming process. Various members of  the Fgf  family have already been 
shown to influence the process of MET. For example, Ramos et al. (2010) revealed that FGF1 is able 
to revert Tgfβ‐induced EMT in human and rat alveolar epithelial‐like cell lines (Ramos et al., 2010). A 








script). Taken  together,  this data  indicate  that activation of  the FGF pathway supports MET during 
the early days of the reprogramming process. Based on this discovery, we wondered if a crosstalk of 
FGF‐signalling with other pathways is also involved. One of the signalling pathways closely related to 
EMT/MET  is  the TGFβ‐pathway. Various  studies have  already  shown  that  TGFβ‐signalling plays  an 
important role  in EMT by activating the well‐known EMT regulator Snail (Peinado, 2003; Cho et al., 
2007;  Thiery  et  al.,  2009).  Two  interesting  back‐to‐back  studies  reported  that  inhibition  of  TGFβ‐
signalling  positively  influences  reprogramming  efficiency  (Ichida  et  al.,  2009;  Maherali  and 
Hochedlinger,  2009).  As mentioned  above,  our  study  showed  that  inhibition  of  FGF‐signalling  by 
PD17 reduces the reprogramming efficiency significantly. Assuming that Tgfβ‐induced EMT counter‐




































of Fgf4, which  is an  important  factor during  the  reprogramming process. Considering  the  fact  that 
Artd1 is involved in a variety of processes, including transcription regulation and DNA methylation, it 
is reasonable to assume that Artd1 may be  involved  in additional processes during the reprogram‐
ming  process.  This  assumption  is  supported  by  two  studies  showing  that  Artd1  promotes  repro‐
gramming in the absence of c‐Myc (Chiou et al., 2013) and is involved in the regulation of epigenetic 
marks at pluripotency loci during reprogramming (Doege et al., 2012). To investigate how broad the 
involvement of Artd1  is  in the mechanisms of the reprogramming process, an analysis  investigating 
changes of the transcriptome and proteome during the reprogramming of Artd1‐/‐ cells would offer 
a good starting point.  In  this case,  the use of a secondary system would be preferable, due  to  the 
possibility of studying reprogramming in homogenous populations of cells. Apart from the enormous 
potential to study the role of Artd1 during the reprogramming process, our project could also serve 
as a basis  for analysing  the behaviour of Artd1‐/‐  iPSCs.  It  is known  that absence of Artd1  in ESCs 







est  to  analyse which  particular  pathway(s)  is/are  involved  in  the  initiation  of MET.  This  could  be 
achieved by inhibiting specific downstream pathways of Fgf4 during the reprogramming process and 
carefully  analysing  the  occurrence  or  absence  of MET.  Furthermore,  we  could  show  that  TGFβ‐
signalling counteracts the initiation of MET by promoting EMT. In this context, it would be interesting 
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Characterization  of WT  and  Artd1‐/‐  iPSCs  and  Artd1‐/‐  iPSCs  reprogrammed  in  the  presence  of 



































  GAPDH_BWD 5’‐ CCCCTTCTTGTTCCGCCCGTTCTT‐3’ 
Nanog promoter  NANOG_Pr_FWD 5’‐ CCTAAGCTTTCCCTCCCTCC‐3’ 
  NANOG_Pr_BWD 5’‐ CCCACCAGCCCTGTGAATTC‐3’ 
Rps6 promoter  Rps6_Pr_FWD 5’‐ GCGTCACGAAAAAGAGGCCCGA‐3’ 





















































precise molecular mechanisms underlying  the  reprogramming process  is  still  limited. An enhanced 









of FGF‐signalling negatively affects  the  reprogramming efficiency. Furthermore, our work  identifies 
Fgf4 for the first time as an  important soluble factor for promoting the central phase (d4‐d8) of re‐
programming. We  could  show  that  Fgf4  regulates  cell  proliferation  and  favours mesenchymal‐to‐





nificant discoveries of  the  recent years and has opened new  important perspectives  in  the  field of 
regenerative medicine [1]. As a consequence it is not astonishing that a number of studies have been 
performed  to optimize  this  technology  (reviewed  in  [2]). Nevertheless,  the molecular mechanisms 
underlying the reprogramming process are still  largely unknown. We recently found that poly(ADP‐
ribosylation) of  the  Yamanaka  factor  Sox2 by poly(ADP‐ribose) polymerase 1  (Parp1) plays  an  im‐
portant  role during  the  first days upon  transduction with  the  reprogramming  factors. We demon‐
strated that the effect of Sox2 and Parp1 occurs by regulating Fgf4 expression in the cells which are 
undergoing reprogramming [3]. We showed that Fgf4 expression is strongly delayed in Parp1 knock‐
out  fibroblasts and  in wild  type  (WT)  fibroblasts  treated with  the PARP‐inhibitor ABT‐888.  In both 
cases,  the delayed  expression  leads  to  a massive  reduction of  the  reprogramming  efficiency.  This 





in continuously proliferating pluripotent cells.  In naïve embryonic stem cells  (ESCs) a major  role of 
autocrine Fgf4  is to stimulate differentiation through the activation of the Erk1/2 signalling cascade 
[4, 8]. This role is underlined by the observation that inhibiting ERK and FGF activity with small chem‐
ical compounds prevents ESCs  from differentiating without affecting  their propagation capacity  [4, 




cells. FGF‐signalling  is  involved  in different processes,  including  regulation of  cell proliferation and 
epithelial‐to‐mesenchymal  transition  (EMT).  These processes play  an  important  role during  repro‐







For  primary  iPSC  induction,  mouse  embryonic  fibroblasts  (MEF)  were  isolated  from  14.5  day‐
pregnant  C57BL/6  mice  and  cultured  in  DMEM  supplemented  with  10%  FBS  (PAA)  and  1%  L‐
glutamin/penicillin/streptomycin  (10,000 U/ml  penicillin G  sodium;  10,000μg/ml  streptomycin  sul‐
phate; 29.2mg/ml L‐glutamine; 10mM sodium citrate  in 0.14% NaCl, Gibco). The reprogramming of 
the MEFs was performed according  to Yamanaka’s protocol  [10] using  the pMXs  retroviral vectors 
producing murine Oct4, Sox2, Klf4 and c‐Myc (Addgene, cat. nos. 13366, 13367, 13370 and 13375). 












dium without  doxycycline. Once  the  iPSC  colonies were  picked,  none  of  the  small  chemical  com‐
pounds were added to the medium during long‐term culture, unless otherwise stated.  



























For  monoculture  neural  and  smooth  muscle  differentiation,  iPSCs  were  plated  onto  gelatinized 
35mm dishes. The iPSCs were cultivated for 10 days with neural differentiation medium (DMEM/F12 
(GIBCO),  N2  (1:100,  GIBCO),  B27  (1:50,  GIBCO)  and  1%  L‐glutamin/  penicillin/streptomycin)  or 
smooth muscle differentiation medium (DMEM and 10% FBS). At day 10, cells were fixed in 4% para‐
























70%  compared  to  untreated  (Ctrl) WT  fibroblasts  (Fig.  1A).  The  higher  reduction  in  the WT  cells 
treated with PD17 is consistent with its higher affinity for the Fgf receptor. We therefore used PD17 
for further experiments in this study.  
In order  to  investigate  the molecular mechanism underlying  the  reduction of  reprogramming effi‐
ciency by PD17, we performed a microarray analysis. We compared global gene expression changes 
occurring  at day 4 upon  retrovirus‐mediated  transduction of MEFs  in  the presence or  absence of 
PD17. Cluster analysis of transcriptionally regulated genes indicated that genes controlling EMT and 
cell cycle progression were significantly differentially expressed  (Fig. 1B). To obtain an overview on 
the most  representative biological processes we gathered  the  information  from  the GeneGo path‐
ways and investigated similarities and differences locally, within the context of pathways and biologi‐
cal processes. This comparison confirmed  that  inhibition of  the FGF pathway during  iPSC  induction 
significantly reduces the efficiency by affecting genes related to EMT/MET (Fig. 1C and 1D).  
Generation of iPSCs by primary infection using viral gene delivery results in heterogeneous cell popu‐
lations due to proviral  integrations that vary  in both number and genomic  location. Secondary sys‐
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tems based on doxycycline  (Dox)  inducible  lentiviruses or transgenes can be reactivated  in somatic 
cells derived from primary iPSCs [11, 14‐16]. This system allows studying reprogramming in homoge‐
nous populations of cells. Thus, to further confirm the effect of the FGF pathway on reprogramming, 
we used mouse  secondary MEFs  (2nd MEFs)  carrying a  single Dox‐inducible polycistronic  cassette 
harbouring all four reprogramming factors targeted to the inert ColA1 (collagen type I) locus [11].  














we harvested mRNA during  the  reprogramming process and analysed  the expression  level of Fgf4. 
We  found  that  the  expression  of  Fgf4  in  all  three  conditions  (Ctrl,  PD17  and  FGF4)  gradually  in‐
creased during  the  reprogramming and  reached a plateau at  the end of  the process  (Fig. 2B). The 










iPSCs were passaged  in medium without Dox, PD17, or  FGF4. All  iPSCs  lines  tested expressed  the 
pluripotency markers Oct4, SSEA‐1, Sox2, Nanog and Rex1 (Fig. 3A and 3B) and further, were able to 
differentiate  into  smooth muscle  and  neuronal  progenitor  cells  in  vitro  (Fig.  3C).  Taken  together, 
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of  the  reprogramming  process  FGF‐signalling  is  important.  Therefore,  we  segmented  the  repro‐








clearly  indicate that  inhibition of the FGFR tyrosine kinases activity  is adverse  in every phase of the 








activate FGF‐signalling  is  important throughout the whole reprogramming process, but  is most cru‐
cial between d4‐d8.  
We were  further  interested whether the positive effect of FGF4  (see Figure 2A) on the reprogram‐
ming efficiency  is phase dependent. Therefore, 2nd MEFs were  reprogrammed  in  the presence of 
FGF4 during the three phases of reprogramming as described  in the previous experiments. The re‐
sulting  iPSC colonies were  stained  for AP‐activity and  counted. Supplementation with FGF4 during 
d0‐d4 had no effect, whereas addition of FGF4 during d4‐d8  led  to a significantly  increased  repro‐
gramming  efficiency.  Interestingly,  a  similar  increase  in  efficiency was  observed when  2nd MEFS 
were treated with FGF4 during the entire process. Finally, addition of FGF4 during the  last phase of 













we asked whether Fgf4  increases  the  cellular proliferation  rate during  reprogramming. To achieve 
this, gene expression profiles of several cell cycle‐related genes  (p15Ink4b, p16Ink4a, p19Arf) were ana‐
lysed  in 2nd MEFs  treated with PD17 or FGF4.  In comparison  to  the control group  (untreated 2nd 
MEFs), the expression of all three genes was downregulated in the FGF4 treated group. In contrast, 
p15Ink4b and p19Arf were found to be upregulated in the 2nd MEFs treated with PD17 (Fig. 5A). These 
results  indicate  that FGF‐signalling plays a role  in  the regulation of  the cellular proliferation during 
reprogramming and that Fgf4 is able to down‐regulate the expression of cell cycle inhibitory genes.  
It has been  shown  that  the  induction of MET  is an early  requisite event during  reprogramming of 







mesenchymal‐associated  genes,  including  zinc  finger  transcription  factors  and  cell  adhesion mole‐
cules  (snail homolog 1/ Snail,  snail homolog 2/ Slug,  zinc  finger E‐box binding homeobox 2/ Zeb2, 
cadherin 2/ N‐cad and fibronectin 1/ FN). The expression levels of several epithelial genes were up‐











Based on  the discovery  that Fgf4 promotes  the activation of  the MET program, we wondered  if a 
crosstalk with other pathways  is  involved as well. Notably, the zinc‐finger transcription factors Snail 
and Zeb2 are known to maintain the mesenchymal phenotype by directly repressing epithelial gene 
expression  [23].  The  activation of  Snail occurs downstream of  TGFβ‐signalling,  a well  known  EMT 





complete  reprogramming  process  significantly  increased  the  efficiency  of  iPSC  colony  formation 
when comparing to 2nd MEFs treated with PD17 alone. To specify during which period of the repro‐
gramming  process  inhibition  of  TGFβ‐signalling  by A83‐01  exerts  a  positive  effect  in  rescuing  the 
PD17‐phenotype  (see Fig. 6A) we  repeated  the  reprogramming experiment adding both PD17 and 
A83‐01 between d0‐d4, d4‐d8 or d8‐d12. The addition of A83‐01 to PD17 treated cells between d0‐



























to controls. Taken  together,  this data clearly  indicate  that FGF4 promotes  reprogramming  through 
the activation of the FgfR tyrosine kinases.  
Based on  the previous  knowledge  that  the  reprogramming process  can be divided  into  the  three 
phases –  initiation, maturation and  stabilization – we wondered  if FGF‐signalling  is  important only 
during a specific period or during the entire process. To test this, we applied the PD17 inhibitor dur‐
ing different time windows: d0‐d4, d4‐d8 and d8‐d12. Our results revealed that inhibition of the FgfR 






















fibrosis  and  tumour progression  [29].  EMT/MET play pivotal  roles not only during organ develop‐
ment, but also  in cancer metastasis by providing cells with migratory and  invasive properties  [23]. 
During  these processes, critical developmental signalling pathways  like Wnt, Notch, Hedgehog and 
Tgfβ are  reactivated. Of note, during  reprogramming,  fibroblasts gradually  lose  their differentiated 
identity and acquire ESC gene expression patterns and growth behaviour associated to pluripotency. 
Morphologically,  this conversion  is  linked  to a  transition  from a  single  layer of adherent cells  to a 
multilayer of epithelial cells; a process that strongly resembles MET. Recent studies indeed confirmed 











ferent phases of  reprogramming. We  isolated RNA  from untreated 2nd MEFs and  from 2nd MEFs 
treated with either PD17 or FGF4 during the first 8d of the reprogramming process. Then, we ana‐
lysed  the expression  changes of epithelial‐associated  genes,  including  cell‐cell  adhesion molecules 
like E‐cad, Ep‐Cam, Cldn3, Krt8 and Ocln, and mesenchymal‐associated genes,  including Snail, Slug, 
Zeb2, N‐cad and FN. Expression  levels of several epithelial genes were higher  in FGF4  treated 2nd 
MEFs than  in untreated 2nd MEFs.  In contrast, the presence of PD17 did not affect the expression 
levels of the epithelial genes (Fig. 5B). Exogenous addition of FGF4 induced a downregulation of mes‐

























Our work  for the  first time  identifies Fgf4 as an  important soluble  factor  for promoting the central 
phase (d4‐d8) of reprogramming (Fig. 6CII). In doing so, Fgf4 regulates cell proliferation and favours 
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Inhibition of  the FgfR  tyrosine kinases activity  reduces  the  reprogramming efficiency and affects 

























ming process. A)  Immunostaining  for Nanog, Oct4 and SSEA1  in  the different  iPSC  lines. The scale 
bars represent 100um. B) Expression  for  the pluripotency genes Oct4, Rex1, Nanog and Sox2 were 









MEFs were  reprogrammed and PD17 was added during  three different  time  frames: d0‐d4, d4‐d8 
and d8‐d12. Untreated 2nd MEFs and 2nd MEFs  treated during  the entire  reprogramming process 
with PD17 served as controls. B) The reprogramming efficiency of 2nd MEFs treated during the entire 
reprogramming with PD17 was  compared  to 2nd MEFs  treated during  a defined  time  frame with 
PD17. C) The reprogramming efficiency of 2nd MEFs treated during the entire process with anti‐FGF4 
(a‐FGF4) antibody was compared to 2nd MEFs treated during a defined time frame with a‐FGF4 anti‐
















MEFs were  reprogrammed  in  the presence of PD17, A83‐01 or PD17 + A83‐01. Untreated,  repro‐







I)  Inhibition of  the FgfR  tyrosine kinases activity by PD17  is adverse during all  three phases of  the 
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